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(57) Abstract 

The invention relates to a 
novel method for the preparation 
of optically active 3,3,3-trifluo- 
romethyl-2-alkyl propionic acid 
derivatives of the general formulae 
(I) and (II), in which R is ethyl 
or methyl and X is OH or NH2, 
provided that if R is methyl X * 
-OH. Said method comprises the 
reaction of a racemic propionic acid 
amide of the general formula (III) 
either by means of microorganisms 
which are able to use said propionic 
acid amide in the form of the 
racemate or one of its optically active 
isomers as on ly nitrogen source 
or by means of a polypeptide with 
amidohydrolase activity which is 
able to hydrolyze said propionic acid 
amide. The invention also relates to 
new optically active representatives 
of this category of compounds. 




a S-Amid(g/l) 
-R-Am id(g/I) 



60 B0 100 120 
Zett(Std.) TIME (h) 



140 



a... S -AM IDE (g/1) 
(0 



CONH> 



b...R-AMJDE (g/1) 



F.CT^COOH 



F 3 C XONH 2 



(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein neues Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 3 r 3,3-Trifluormethy!-2-alkylpropionsaurederivaten der 
allgemeinen Formcln (I) und (IT), worin R Ethyl oder Methyl und X -OH oder NH2 bedeutet, ausgenommen, dass wenn R - Methyl X * 
-OH ist, umfassend die Umsetzung eines racemischen Propionsaureamids der allgemeinen Formel (III) entweder mittels Mikroorganismen, 
die befahigt sind, letzteres in Form des Racemats oder eines seiner optisch aktiven Isomere als einzige Stickstoffquelle zu verwerten oder 
mittels einem Polypeptid mit Amidohydrolase-Aktivitat, welches befUhigt ist, letzteres zu hydrolysieren. Desweiteren werden neue optisch 
aktive Vertreter dieser Verbindungsklasse beschrieben. 
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Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 3,3,3-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaurederivaten 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 
3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurederivaten der allgemeinen Formeln 



sowie neue Vertreter dieser Verbindungsklasse. 

3,3,3-Trifluoraiethyl-2-alkylpropiorisaurederivate wie bspw. die 3,3,3-Trifiuormethyl-2- 
hydroxy-2-ethylpropionsaure sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von 
therapeutischen Amiden (EP-A 0 524 781). 

Die bekannten 3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurederivate wie bspw. die 3,3,3- 
Trifluoimethyl-2-amino-2-methylpropionsaure wurde bisher mittels einer Aminoacylase 
ausgehend von raceraischem Trifluoracetyl-R(-h)2-trifluorrnethylalanin synthetisiert. Dabei wird 
das Produkt in geringer Ausbeute gebildet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war ein Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 
3,3,3-Trifluormethyl-2-all!ylpropionsaurederivaten bereit zu stellen, bei dem die gewiinschten 
Produkte sowohl in hervorragender Ausbeute ais auch in relativ kurzen Umsetzuc^szeiten 
gebildet werden. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gel6st. 





Erfindungsgemass werden die 3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurederivate derart 
hergestellt, dass man ein racemisches 3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaureamid der 
Formel 
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X 



III 



F 3 C C0NH 2 



worin R Ethyl oder Methyl und X -OH oder NH 2 bedeutet, ausgenommen, dass, wenn R = 
Methyl, X OH ist, entweder mittels Mikroorganismen, die befahigt sind letzteres in Form des 
Racemats oder eines seiner optisch aktiven lsomere als einzige Stickstoffquelle zu vervverten 
oder mittels eines Polypeptids mit Amidohydrolase-Aktivitat, welches befahigt ist, letzteres zu 
hydrolysieren, umsetzt. 

Die Edukte 7 die 3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaureamide der allgemeinen Formel III 
konnen nach ublichen chemischen Methoden hergestellt werden. Vorzugsweise werden die 
Edukte wie bspw. das 3,3,3-TrifluormethyI-2-hydroxy'2-ethylpropionsaureamid ausgehend 
von dem entsprechenden 3,3,3«Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurenitril der allgemeinen 
Formel 




worin R und X die genannte Bedeutung haben durch Hydrolyse mit einer Mineralsaure 
hergestellt. 

Als Mineralsaure konnen die fachmannisch ublichen wie bspw. Phosphorsaure, Salzsaure oder 
Schwefelsaure verwendet werden. Vorzugsweise wird als Mineralsaure Schwefelsaure 
verwendet. Zweckmassig wird die Mineralsaure im Uberschuss, vorzugsweise in einer Menge 
von 2 bis 4 mol pro mol Propionsaurenitril, eingesetzt. 

Zweckmassig wird die Hydrolyse bei einer Temperatur von 20 bis 140 °C, vorzugsweise von 
90 bis 120 °C, durchgefuhrt. 

Fur die erfindungsgemasse Biotransformation konnen sowohl alle Mikroorganismen, die 
befahigt sind das Propionsaureamid der Formel III in Form des Racemats oder eines seiner 
optisch aktiven lsomere als einzige Stickstoffquelle zu verwerten als auch alle isolierten 
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Polypeptide mit Amidohydrolase-Aktivitat, die befahigt sind, das Propionsaureamid der Forrnel 
III zu hydrolisieren, verwendet werden. 

Mikroorganismen bzw. Polypeptide mit Amidohydrolase-Aktivitat, die diese Eigenschaft 
besitzen, sowie das isolierte und sequenzierte DNA-Fragment, welche fur die Amidohydrolase 
codiert, sind bereits bekannt und in der WO 98/01568 beschrieben. Als Mikroorganismen 
konnen sowohl sog. "Wildstamme", die 7 wie in der WO 98/01568 beschrieben, aus 
Bodenproben, Schlamm oder Abwasser isoliert werden konnen, oder sog. "gentechnologisch 
veranderte Mikroorganismen", die, wie in der WO beschrieben mit dem isolierten DNA- 
Fragment transformiert sind, eingesetzt werden. Zweckmassig wird die Biotransformation 
mittels Mikroorganismen der Gattung Klebsiella oder mittels "gentechnologisch veranderten 
Mikroorganismen" durchgefuhrt. Ais Mikroorganismen der Gattung Klebsiella werden 
bevorzugt die der Spezies Klebsiella oxytoca PRS1 (DSM 11009), Klebsiella oxytoca 
PRS1K17 (DSM 11623), Klebsiella panticula 1D-624 (DSM 1 1354) oder Klebsiella 
pneumoniae 1D-625 (DSM 1 1355) oder deren fiinktionell aquivalenten Varianten und 
Mutanten eingesetzt. Als "gentechnologisch veranderte Mikroorganismen" sind bspw. 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli DH5 und Escherichia coli XL-1 Blue MRF, 
jeweils enthaltend Plasmid pPRSlb, pPRS2a (DSM 1 1635), pPRS4 oder pPRS7 geeignet. 
Vorzugsweise wird Escherichia coli XL-1 Blue MRF B enthaltend Plasmid pPRS7 eingesetzt. 
Die Mikroorganismen mit der Bezeichnung DSM 1 1009 wurden am 24.06.1996, die mit DSM 
1 1623 am 20.06. 1997, die mit DSM 1 1354 und DSM 1 1355 wurden am 27.12.1996 und die 
mit DSM 1 1635 am 30.06. 1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroderweg lb, D-38124 Braunschweig, gemass Budapester Vetrag 
hinterlegt. 

Die Biotransfomation kann nach ublichem Anzuchten der Mikroorganismen mit ruhenden 
Zellen (nicht wachsende Zellen, die keine C- und Energiequelle mehr benotigen) oder mit 
wachsenden Zellen durchgefuhrt werden. Vorzugweise wird die Biotransformation mit 
ruhenden Zellen durchgefuhrt 

Fur die Biotransformation konnen fachmannisch ubliche Medien wie bspw. niedermolare 
Phosphatpuffer, HEPES-PufFer oder Mineralsalzmedien eingesetzt werden. 
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Die Biotransformation wird zweckmassig unter einmaliger oder kontinuierlicher Zugabe an 
S^^-Trifluormethyl^-alkylpropionsaureamid der Formel III so durchgefuhrt, dass die 
Konzentration 10 Gew. %, vorzugsweise 2,5 Gew. % nicht ubersteigt. 
Der pH-Wert des Mediums kann in einem Bereich von 4 bis 12, vorzugsweise von 5 bis 1 1 
liegen. Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 10 bis 80 °C, 
vorzugsweise von 10 bis 50 °C, durchgefiihrt 

Nach einer ublichen Umsetzungszeit von 1 min bis zu mehreren Tagen konnen dann die optisch 
aktiven 3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurederivate der allgeineinen Formel I und II 
durch ubliche Aufarbeitungsmethoden wie z. B. durch Extraktion isoliert werden. 

Es wurde gefunden, wenn man als Substrat das 3,3,3-TrifluonTieHiyI-2-amino-2- 
methylpropionsaureamid einsetzt, die entsprechende R-Saure innerhalb 5 Minuten gebildet 
wird und dann das entsprechende S-Amid isoliert werden kann. 

Sowohl das racemische 3,3,3-Trifluormethyl-2-hydroxy-2-ethylpropionsaureamid der 
allgemeinen Formel III als auch die entsprechende (+)-Saure, das entsprechende (-)-Amid und 
das (S)-3,3,3-Trifluormethyl-2-amino-2-methylpropionsaureamid sind in der Literatur noch 
nicht beschriebene Verbindungen und demzufolge Bestandteil der Erfindung. 

Weiterhin wurde gefunden, dass die optisch aktiven 3 > 3,3-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaureamide der allgemeinen Formel I auf bekannte Weise in die optisch aktiven 
3,3,3-Trifluormethyl-2-alkyIpropionsaurederivate der allgemeinen Formel II hydrolysiert 
werden konnen. Vorzugsweise wird dabei das (S)-3,3,3-Trifluormethyl-2-amino-2- 
methylpropionsaureamid in die (S)-3,3 ) 3-Trifluormethyl-2-amino-2-methylpropionsaure 
hydrolysiert. 

Die Hydrolyse erfolgt analog zu der in der WO 98/0156.8 beschriebenen Hydrolyse. 
Vorzugsweise erfolgt diese Hydrolyse entweder chemisch in Gegenwart einer Base oder 
mikrobiologisch mittels Mikroorganismen der Gattung Rhodococcus. 



i 
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Beispiel 1 

Herstellung v n optisch aktivcm 3,3,3-Trifluonnethyl-2-hydroxy-2- 
ethylpropionsaureamid und von optisch aktiver entsprechenden Propionsaure 

1.1 Herstellung von racemischem 3,3?3«TrifluormethyI-2-hydroxy-2- 
ethylpropionsaureamid 



In einen 100-ml Kolben wurde konzentrierte Schwefelsaure (15,3 g) unter 
Argonatmospare hinzugegeben und das Edukt 3,3,3-Trifluormethyl-2-hydroxy-2- 
ethylpropionsaurenitril (Fluorchem) (8g) tropfenweise hinzugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde 15 min auf 115 °C erwarmt und dann auf 8 °C abgekiihlt und 
anschliessend wurde destilliertes Wasser (21,8 g) langsam hinzugegeben. Dann wurde 
Diethylether hinzugefiigt und das Ganze 20 min geruhrt. 

Nach Trennen der Phasen wurde die Ether-Phase rnit Wasser (25 ml), mit wassriger 
gesattigter NaHC0 3 (25 ml) und wieder mit Wasser (25 ml) gewaschen, dann gesammelt, 
uber Na 2 S0 4 getrocknet, filtriert und unter Vakuum getrocknet. Das resultierende 01 
wurde mit n-Hexan behandelt und liber Nacht geruhrt. Insgesamt wurden 4,27 g 
getrocknete Kristalle, entsprechend einer Ausbeute von 48 % erhalten. 



1.2 Biotransformation 

Zellen von E.coli XL-l-Blue MRF/pPRS7 wurden in NYB-Medium (Nutrient Yeast 
Broth) mit 100 |ig/rnl Ampicillin bis zu einer optischen Dichte von OD 650 = 4,74 
herangewachsen. Dann wurden die Zellen in 100 mM Phosphatpuffer (pH 8,0) gewaschen. 
Die anschliessende Biotransformation wurde mit einer Zellsuspension von einer optischen 
Dichte von OD 65 () = 10 bei einer Eduktkonzentration (3,3,3-Trifluor-2-hydroxy-2-ethyl- 
propionsaureamid) von 0,5 % durchgefuhrt. Das Ganze wurde bei 130 rpm , bei 37 °C, 
genihrt. Die Biotransfomation wurde mittels chiraler GC gemessen und war nach 125 h 
beendet. 

Urn die gebildete R-Saure vom S-Amid zu trennen, wurde zunachst die 
Biotransformationslosung von|)H 7,8 auf pH 10,0 mit 30 %iger NaOH eingestellt. Dann 
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wurde mit Ethylacetat (600 ml) extrahiert, dann das Ganze liber Celite filtriert und die 
Phasen getrennt. Die dabei erhaltenen wassrigen Phasen wurden mit 30 %iger NaOH auf 
pH 10,0 eingestellt, mit Ethylacetat abfiltriert und die Phasen getrennt. Das Ganze wurde 
ca. 3 mal wiederholt. Die vereinigten Extrakte wurden uber Na 2 S0 4 getrocknet und dann 
am Rotationsverdampfer eingeengt. Das dabei erhaltene 01 wurde mit Hexan versetzt und 
auf -1 8 °C abgekiihlt. Nach 12 h wurde die Suspension abfiltriert, mit Hexan gewaschen 
und getrocknet. Anschliessend wurde das Rohprodukt (ca. 1 ,8 g) in heissem Toluol 
umkristallisiert und dann getrocknet. Es wurden 1,72 g (-)-Amid (cx D = -13,2, c = 3,75 in 
Methanol) als beiger FeststofF erhalten, entsprechend einer Ausbeute von 34,4 % und mit 
einen "enantiomeric excess" (ee) von grosser als 98 %. 

Urn die gebildete (+)-Saure (ot D = +9,75, c = 3,3 1 in Methanol) zu isolieren, wurde die 
wassrige Phase von pH 9,4 auf pH 1,0 mit 32 %iger HC1 eingestellt und 2mal mit 
Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit Na 2 S0 4 getrocknet 
und dann am Rotationsverdampfer eingeengt. Anschliessend wurden zum Riickstand 15 ml 
Toluol hinzugegeben. Nach dem Einengen wurde 2,18 g braunlicher Feststoff erhalten. 
Nach Umkristallisieren in heissem Toluol wurden 1,97 g beiger Feststoff, entsprechend 
einer Ausbeute von 39,1 % und mit einem ee-Wert von 85,2 % erhalten. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 1 dargestellt. 
Beispiel 2 

Herstellung von (S)-3,3,3-TrifluormethYl-2-ainino-2-metliyIpiopionsaureaniid 

2.1 Herstellung von racemischen 3,3,3-Trifluormethyl-2-ainino-2- 
methylpropionsaureamid 

Die Herstellung wurde analog zur EP-A 0 298 029 durchgefuhrt. 
Kaliumcyanid (66,4 g) und destilliertes Wasser (50 ml) wurden vorgelegt und die 
Suspension auf 0 bis 5 °C abgekiihlt. Dann wurde Trifluoraceton (112,1 g) innerhalb 1,5 h 
hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde in einem Berghofautoklaven umgeflillt und 
auf ca. 85 °€ erwarmt. Nach ca. 1,5 h wurde Ammoniak-Losung (124,5 g) hinzugetropft 
und das Galize ca. 7 h auf 1 10 - 1 15 °C erwarmt. 

i 
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Die erhaltene braune Losung wurde am Rotationsverdainpfer bei 60 °C eingeengt, urn 
18 1 ,4 g amorphe braune Masse zu erhlaten. Das Produkt wurde bei 140 °C/0, 1 mbar 
sublimiert und dann aus Ethylacetat umkristallisieit. Es wurden 0,67 g weisser Feststoff 
entsprechend einer Ausbeute von 3 % erhalten. 



2.2 Biotransformation 

Die Biotransformation wurde mittels eines zellfreien Enzymextrakts von E.coli XL-l-Blue 
MRF/pPRS7 durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen in NYB mit 100 |ig/ml Ampicillin bis 
zu einer optischen Dichte von OD 63 o = 3,59 angeziichtet. Dann wurden sie in 100 mM 
Phosphatpuffer gewaschen und dann im selben Puffer zu einer ODgso von 19 
resuspendiert. Die Zellen wurden durch 3maliges Behandeln mit der French-Presse 
aufgebrochen, der Zellextrakt 5 min auf 75 °C erhitzt und die Zelltrummer durch 
Zentrifligation (20*000 x g) entfernt. Der klare Uberstand hatte eine Proteinkonzentration 
von 9,75 mg/ml und wurde fur die Biotransfomation eingesetzt. Hierzu wurde 0,5 % 
racemisches 3,3,3-Trifluormethyl-2-amino-2-methylpropionsaureamid bei 40 °C mit 0,9 
mg/ml Enzymextrakt versetzt. Die Reaktion wurde mittels chiraler GC verfolgt. Nach 5 
min war die Umsetzung vollstandig. 

Die Reaktion wurde durch Zugabe des gleichen Volumen an Ethylacetat gestoppt und 
dann 4mal mit Ethylacetat extrahiert. 

Urn das (S)-Amid zu isolieren wurde die wassrige Phase mit 200 ml Ethylacetat extrahiert 
(4mal) und die vereinigten Extrakte mit NaS0 4 getrocknet und anschliessend am 
Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt. Es wurden 640 mg gelbbrauner Feststoff 
erhalten. Dieser Feststoff wurde aus 0,5 g Ethylacetat und Hexan (4 ml) umkristallisiert. 
Es wurden 0,5 g (S)-Amid entsprechend einer Ausbeute von 38,5 % bez. eingesetzten 
Racemats erhalten. Der ee-Wert betrug 100. 
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1 . Verfahren zur Herstellung von optsch aktiven 3,3,3-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaurederivaten der allgemeinen Formeln 




CONH 2 



R 



I 




R 



COOH 



II 



worin R Ethyl oder Methyl und X -OH oder NH 2 bedeutet, ausgenommen, dass wenn R = 
Methyl X -OH ist, umfassend die Umsetzung eines racemischen 3,3,3-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaureamids der allgemeinen Formel 



worm R und X die genannte Bedeutung haben entweder mittels Mikroorganismen , die 
befahigt sind letzteres in Form des Racemats oder eines seiner optisch aktiven Isomere als 
einzige Stickstoffquelle zu verwerten oder mittels eines Polypeptids mit Amidohydrolase- 
Aktivitat, welches befahigt ist, letzteres zu hydrolysieren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man das 3,3,3-Trifluormethyl- 
2-alkylpropionsaureamid der allgemeinen Formel 



derart herstellt, dass ein3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaurenitril der allgemeinen 
Formel 




111 




III 



X 




IV 
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mit einer Mineralsaure hydrolysiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Mineralsaure 
Schwefelsaure einsetzt wird. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hydro Iyse bei einer Temperatur von 20 bis 140 °C durchfiihrt wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation mittels Mikroorganismen der Gattung Klebsiella durchfiihrt wird. 

6. Verfahren zur Herstellung von optisch aktiven 3,3,3-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaurederivaten der allgemeinen Formel 



worin R Ethyl oder Methyl und X -OH oder NH 2 bedeutet, ausgenommen, dass wenn 
R= Methyl X * OH ist, dadurch gekennzeichnet, dass in der ersten Stufe ein racemisches 
3,3,3-Trifluormethyl-2-alkylpropionsaureamid der allgemeinen Formel 



worin R und X die genannte Bedeutung haben entweder mittels Mikroorganismen, die 
befahigt sind letzteres in Form des Racemats oder eines seiner optisch aktiven Isomere als 
einzige Stickstoffquelle zu verwerten oder mittels eines Polypeptids mit Amidohydrolase- 
Aktivitat, welches befahigt ist, letzteres zu hydrolysieren in ein optisch aktives 3,3,3- 
Trifluormethyl-2-alkylpropionsaureamid der allgemeinen Formel 



F 3 C * XXDOH 




II 
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3 R 

J< 1 

F 3 C X * X CONH 2 

worin R und X die genannte Bedeutung haben, iiberfuhrt wird und letzteres dann in der 
zweiten Stufe auf bekannte Weise in das optisch aktive 3,3 J-Trifluormethyl-2- 
alkylpropionsaurederivat (Formel II) hydrolysiert wird. 



7. 3,3,3-Trifluormethyl-2-hydroxy-2-ethyIpropionsaureamid der Formel 



\/ C 2 H 5 

F 3 C x ^CONH 2 



8. (+)-3,3,3-Trifluormethyl-2-hydroxy-2-ethylpropionsaure 

9. (-)-3,3,3-TrifluormethyI-2-hydroxy-2-ethylpropionsaureamid 

1 0. (S-)-3,3,3-Trifluormethyl-2-amino-2-methylpropionsaureamid 



i 

J 
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Fig. 1 




Zeit (Std.) 
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